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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
インスリン非依存型糖尿病の臨床的特徴は、インスリン分泌不全と末梢組織のインスリン抵抗性であ
る。臨床的検討からは、高血糖状態によりこのインスリン抵抗性が増悪すると報告されているが、その
桟序は不明である。そこで、本研究ではインスリン抵抗性発症機構を解明するため培養細胞を用いて高
グルコースによるインスリン情報伝達の異常部位を同定する。
［方　法］
ヒトインスリン受容体を発現させたRat1線維芽細胞を、27mMグルコース濃度にて、4日間培養し
（HG群）、以下の検討を行った。対象は5．5mMグルコース濃度にて培養したものを使用した。（NG群）。
1）インスリンの［3H］－a－aminoisobutyric acid（AIB）の取り込み促進作用の検討。
2）［遁I］－インスリンを用いた結合能の検討。
3）ホスホチロシン抗体を用いたWesternblot法によるインスリン受容体（IR）自己リン酸化能及び
内因性基質であるpp185のリン酸化状態の検討。
4）WGAカラムにて部分精製したmのキナーゼ活性を、外因牲基質であるGlu船／Tyr幻ポリマーを用い
て、グルコース効果の濃度依存性、時間経過、浸透圧対照であるRaffinoseによる浸透圧効果、PKC
阻害剤（H7）の高グルコース状態への影響について検討した。
5）①PKC活性は、細胞質分画と膜分画をセルロースカラムを用いて分離精製し、PKCの特異的リン
酸化基質とそれに特異的に反応する抗体（YClO）を用いたELISA法で測定し、（診活性化PKCの指標
である［3H］－Phorboldibutyrate（PDBu）結合能をも測定した。
6）［滋P］一正リン酸を用いて細胞を標識し、ホスホチロシン抗体及びm抗体でmを免疫沈降し、SDS－
PAGE後、autOradiographyを行い、IRのリン酸化状態の変化を検討した。
［結　果］
1）インスリンによるAIBの取り込み促進作用は、高グルコース状態において、インスリン非刺激時、
最大刺激時とも低下し、さらに、用量一反応曲線は右方移動し（ED功は、5．9倍の増加）、インスリン
の反応性及び感受性の低下を示した。
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2）インスリン結合はHG群、NG群の両群間で差を認めなかった。
3）HG群においてm自己リン酸化能及びmキナーゼの内因性基質であるpp185のリン酸化は低下した。
4）IRキナーゼ活性は、グルコース濃度及び時間依存性に低下を示す一方、浸透圧対照であるRaffinose
処理群ではNG群と有意差はなかった。また、HG群に対するPKC阻害剤ではNG群と有意差はなかっ
た。また、HG群に対するPKC阻害剤の影響はなかった。
5）PKC活性及びPDBu結合能は両群間で有意差はなかった。
6）HG群において、皿のセリン残基、スレオニン残基を含めたリン酸化の増加はなかった。
［考　察］
高グルコース状態では、A皿の取り込みの検討からインスリン作用の低下が証明され、これは、mの
自己リン酸化能の低下によりもたらされていると考えられる。高グルコースによるmへの影響はインス
リン結合のレベルではなく、受容体自己リン酸化能の低下にあると考えられ、それが、次のステップで
あるキナーゼ活性の低下に連結している。これらが末梢組織での高血糖が及ぼすインスリン抵抗性発症
機構の本体であると考えられる。このグルコース効果の機序を考察する上で、まず浸透圧による影響を
否定し、グルコースに特異的なものであることを証明した。次は、高グルコースがPKCを上昇させ、R
のセリン及びスレオニン残基をリン酸化し、受容体自己リン酸化能を低下させるという報告があるため、
それについて検討した。その結果、PKCの阻害物質により高グルコースの影響は抑制されず、PKC活性
の上昇も認められず、さらに、正リン酸棲誠の実験から、セリン残基、スレオニン残基のリン酸化の増
加も認めなかった。これらの成績よりPKCの関与は否定的である。さらに、学位論文の考察に明記して
あるが、参考論文にて申請者は、高グルコース培養条件でproteintyrosinephosphatase（PTPase）の
活性が上昇する事を示し、これがmのチロシン残基の脱リン酸化による自己リン酸化能の低下をもたら
す可能性を既に報告している。以上の成績より、高グルコースによるmの自己リン酸化異常はPKCの活
性化よりもPTPase活性の上昇によるものと考えられた。
【結　論］
高グルコースによりインスリン受容体の機能は障害されており、これがインスリン非依存型糖尿病に
おける末梢組織のインスリン抵抗性の一因となると考えられた。またその様序としてPKCの活性化によ
るという可能性は否定された。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、インスリン非依存型糖尿病におけるインスリン抵抗性の発症機序を解明するため、ヒトイ
ンスリン受容体を発現させたRat1線維芽細胞を用いて、高グルコース状態におけるインスリンのシグ
ナル伝達の異常部位を同定し、更にその機序の検討を行ったものである。
高グルコース状態において得られた結果は以下の通りである。
1）インスリンによるa－aminoisobutyricacidの取り込み作用の検討からインスリン感受性の低下が
明らかとなった。
2）インスリン受容体のインスリン結合能は正常であった。
3）インスリン受容体自己燐酸化能の低下が示された。
4）外因性基質あるいは内因性基質を用いた場合の両者において、インスリン受容体キナーゼ活性の低
下が証明された。
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5）インスリン受容体キナーゼ活性は培養期間のグルコース濃度及び時間に依存して低下し、高浸透圧
による影響は認められなかった。
6）インスリン受容体活性に及ぼす高グルコースの作用にProteinKinase C（PKC）阻害剤は影響を
与えなかった。また、正燐酸を用いた受容体標識でもセリン、スレオニンの燐酸化の上昇はなかった。
フォルポールエステル結合能及びELISA法により測定されたPKC活性（膜分画及び細胞質分画）にも
変化はなく、インスリン感受性低下へのPKCの関与は否定された。
以上より、高グルコース状態では確かにインスリン作用の低下があり、これはインスリン結合のレベル
ではなく、受容体自己燐酸化能の低下、受容体キナーゼ活性の低下によりもたらされると考えられた。
また、この作用はグルコースに特異的なものであった。更に、PKCは高グルコース状態におけるインス
リンのシグナル異常に関与しないことが明らかとなった。
本研究は、インスリン非依存型糖尿病における末梢組織のインスリン抵抗性の機序として、高血糖そ
のものが関与する可能性を示唆したもので、非常に興味深いものであり、博士（医学）の学位論文とし
て価値あるものと認める。
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